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El cambio climatico agudiza la roya del café y el uso de fungicidas

a base de cobre (permitidos en la agricultura orgénica)
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Contaminacion de agua por cobre en Mesoameérica

Contaminacion de lagos
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Es posible monitorear contaminantes ambientales

de forma facil y con bajo costo?



Objetivos de aprendizaje

Al terminar la practica de dos dias, seras capaz de:

® Etender principios basicos del uso de sensores biologicos (biosensores) para la
deteccion de contaminantes en agua a causa de |la contaminacion por plaguicidas

® Desarrollar habilidades de técnica ascéptica; pipetear sin errores; desechar
adecuadamente desechos biologicos (biocontencion)

® Entender los principios basicos de la transformacion genética (insertar ADN
foraneo) en micororganismos por ingenieria genética

® Entender los principios basicos de la biologia sintética: como programar el genoma
un microorganismo para producir una nueva proteina



Synthetic biology :
“the domestication and democratization ” of biotechnology




Practica de laboratorio (2 dias)
Dia I:

|. Orientacion general de procedimiento, equipo Y reactivos de laboratorio
2. Preparar celulas bacterianas competentes (capaces de absorber ADN)

3. Trasformar la bacteria con el plasmido (insertar ADN en la celula)
4. Explicacion de detalles experimentales
5. Terminar practica

Dia 2:

|. Evaluar la bacteria transformada y discutir su significado
2. “Bautizar” a la nueva bacteria



Blosensor para la deteccion de cobre

Bacteria E.coli
transformada

Color rosa (solo en

presencia de cobre
~

Bacteria E.coli
Cepa DH5AZ1

Color crema

RudolphRF}

Introduccion de plasmido
(ADN circular con genes de
interes)

‘copA promoter



Que necesitamos ?

® La bacteria (E. Coli)

® Un plasmido (ADN circular, vehiculo para
inserter ADN en l|a bacteria )

® Genes de interés

® Gen CopA (permite a E.Coli crecer en
presencia de cobre

® Gen de pigmento que nos permite \
visualizer la bacteria que tenga el gen de
Interes

CometGFP DasherGFP HollyGFP YukonOFP RudolphRFP Ts




El plasmido de hoy: biosensor de cobre

AMpR _

Resistencia a antibiotico Cu-Biosencor Placmid #1

5006 bp

Gen 2
Promotor

~—°

Gen 3 2l COpA promoter
Proteina (pigmento) rosa




Seguridad en el laboratorio

Biodesechos vs. desechos normales

* No es necesario usar guantes ni gabachas para este

laboratorio

* E.coli - nivel de bioseguridad | — la mas baja, ya que
no es patogenica

* (Es importante mantener ascepcia para evitar la
contaminacion de nuestro biosensor)



Protocolo dia 1;:

Preparacion quimica de celulas competentes

Preparar el cultivo de E. coli la noche anterior en medio LB (frasco Erlen meyer de
200 ml con agitacion, rango temp. 25 - 35 °C)

El dia | diluir el cultivo en medio LB fresco en frasco Erlen meyer del00 ml
Preparar buffer TSS pH 6.5 (mantener a 4 °C) la noche anterior
Preparar tubos eppendorf de .5 ml y rotular (mantener a 4 °C)

Incubar cultivo de E.coli por 10 min a 4C°C



Equipo

Frascos Platos Petri x 3
Mechero Incubadora/shaker
Microtubos/

Autoclave

eppendorf




Micropipetteas

FEINZTN /N
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Como pipetear (con cuidado...)

|. Empuje suavemente el extremo de |a pipeta

2. Empuje el barril (plunger) hasta el nivel stop #1.

3. Inserte la punta en el liquido

4. Suavemente suelte el barril a la posicion inicial

5. Saque la punta fuera del liquido y asegurese que no haya liquido fuera de
la punta ni burbujas adentro de la punta.

6. Inserte la punta en el tubo o donde quiera depositar el liquido

7. Empuje el barril hasta la posicion stop #1 (sale la mayoria del liquido)

8. Conitnue empujando el barril hasta la posicidon stop #2 (blow out)

9. Saque la punta del liquido y suavemente suelte el barril hastala posicion

inicial



Tecnica esteril / aseptica

Las bacterias estan en todas partes

Para prevenir que contaminen su platos y
tubos:

|. Minimize el tiempo que esten expuestos al aire

2. Use equipo esteril

3. Si toca una superficie no esteril con una punta esteril, desechela!
4.Use a una punta nueva cada vez.



Preparacion de células (bacteria) competentes
con el plasmido (ADN)



"‘Bacterial Competence” y transformacion

“Competence”:habilidad para absorver ADN

foraneo

Pared celular

(ADN)
Cromosoma
bacterial

Celula bacterial (ej. E. coli)



Como se hacen celulas competentes?

»

|00 uL 100 pL y

Adicione una Incube Diluya en caldo
colonia una noche fresco

3 hrs
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\' H LTSS

Celulas competentes
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Mecanismo de “competencia” y transformacion
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Que es un plasmido?

ADN bacterial Plasmidos

* ADN circular

* No es parte del cromosoma

* Se replica autonomamente

* Ocurre de forma natural

Ej. Agrobacterium tumefaciens y transformacion de

cultivos Bt



Que es un plasmido?

ADN bacteriana Plasmidos

-
—

* Producir biofilm
* Comer material vegetal
(cellulose)

)

e Crecimiento
e Division celular
e Comer azucar




Agrobacterium tumefaciens

Una bacteria patogena del tomate

Al insertar su ADN (plasmido Ti) causa
tumores en la planta

Transformacion genetica natural !

2N bacterial \
Wt chromosome
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Nuestro plasmido: biosensor de cobre
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El plasmido de hoy: biosensor de cobre

AMpR _

Resistencia a antibiotico Cu-Biosencor Placmid #1

5006 bp

Gen 2
Promotor

~—°

Gen 3 2l COpA promoter
Proteina (pigmento) rosa




u-Biosensor Plasmid #1

5006 bp

CopA promotor

Gen 2
Promotor

® Promotor:

COpPA promoter

Region corta de ADN que inicia la transcirpcion
de un gen (en este caso gen de pigmento rosa).

Promotor activado por cobre

® El promotor contienen secuencias especificas de
ADN como elementos de control (EC). Estos EC,

permiten la union con Factores de Transcripcion
(FT),

® Los FT contienen secuencias especicas de ADN
para activadores y represores

® En este Sistema el cobre (Cu2+) es el activador




Protocolo de transformacion genética

* Rotule los tubos y platos (3X) con
el nombre del grupo.

* Mezcle 100 uL 2xTSS con 100  pL

celulas bacterianas (E.coli)

* Ponga el tubo en hielo

* Adicione |0 pL del plasmido (ADN)
a las celulas

* Mezcle breve y suavemente ]
invirtiendo el tubo .

* Incube en hielo por 5 min .

* Adicione 400 yL medio LB

Esparza 100 pL de las celulas con las esferas de
vidrio (suavemente de arriba a abajo)

Rotule los 3 platos petrie 15 min

Plato con antibiotico
Plato con cobre
Plato con antibiotico + cobre




Condiciones de crecimiento de bacterias
transformadas

. 2. 3.

Cu®*-only

Alternativa : placas con kanamicina en lugar de amplicilina




Esparciendo bacteria en placas petr




Incubar toda la noche a 37 °C

Limpiar todo !

Desechar puntas y otros consumibles
‘contaminados” por bacterias en bolasas
especiales para desechos biologicos



Dia 2

Evaluacion de resultados



El plasmido de biosensor de cobre

AmMpR _
Cu-Biosensor Plasmid #1

5006 bp

'CopA promoter




Recordatorio

Protein



Como funciona el biosensor

Represor 1

Polimerasa

Promotor activado por cobre Output Gene (rosado)



Como funciona el sensor

Represor

Polimerasa

RudolphRF}

Promotor activado por cobre Output Gene (rosado)



. Como funciona el sensor

Polimerasa

Promotor activado por cobre Output Gene (rosado)



. How the sensor works

Polimerasa

Promotor activado por cobre Output Gene (rosado)



Como funciona el biosensor

Am|n0 Proteina rosa

Acidos \ &

Ribosomal Binding Site



El gen ampR expresa una proteina
que destruye la amplicilina (permitiendo crecer a
la bacteria transformada)

COpPA promoter

cD2




Discusion de las condiciones experimentales |

Que podemos inferir y discutir sobre las condiciones de
recimiento (plating) de las celulas bacteriales 7

1. Como penetra el ADN en las células bacteriales?

2. Como funcionan los antibioticos?




Discusion de las condiciones experimentales ||

|. Conditiones de crecimiento (plating).

Tres diferentes condiciones de crecimiento
Que efecto va a atener cada uno sobre las bacterias que crezcan en cada uno

- = - ~ - -

Podemos usar genes
de diferentes protinas/

[ J
CometGFP DasherGFP HollyGFP YukonOFP RudolphRFP TannenRFP Plgl I Ientos
. T ————— -




Que hemos aprendido sobre la biologia sintética?

Ohm's Law

Abstracccion
- No se necesita saber como funciona un plasmido para usarlo

Estandardizacion
- Promotor copA
- Proteinas fluorescentes

La biologia como una tecnologia
- Uso de celulas como biosensor




Discussion general

1 . Podemos “re-escribir’ el genoma de una microorganismo?

2. Podemos “reproprogramar” su ruta biosintetica para
producir una proteina /enzima/ producto de interes?

3. Cuales son las implicaciones para la sociedad, para la
evolucion de las especies ?



CometGFP DasherGFP IvyGHFP HollyGFP YukonOFP RudolphiRFPF fannenRFP
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